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序論

血液中の脂質としてコレステロール、中性脂肪、リン脂質、遊離脂肪酸の 4

種が存在するが、それらの中で高脂血症に関わるものは主にコレステロールと

中性脂肪の 2種と知られている。特にコレステロールは肝臓で、合成され、ホル

モン・ビタミンDなどの前駆体であること、および細胞膜の構成成分となるこ

となど生命維持に重要な役割を果たしている。しかしながら、血液中のコレス

テロールが長期にわたって正常値を超えた状態にあることにより動脈硬化が進

行し、冠動脈疾患や脳血管障害の発症につながることも知られている。

HMG-CoA還元酵素は、 HMG-CoAからメバロン酸への変換反応を触媒するコレ

ステロール生合成経路の律速酵素で、ある。代表的な高脂血症治療薬であるスタ

チン系薬物は、本酵素を措抗的に阻害し、コレステロール生合成の中間生成物

であるメバロン酸の生成を抑制するため、強力な内因性コレステロール低下作

用を有する。

これまでに 8種のスタチン系薬物(セリパスタチン、シンパスタチン、フノレバ

スタチン、アトルパスタチン、ロパスタチン、ピタパスタチン、プラパスタチ

ン、ロスパスタチン)が市販されており、高コレステロール血症に著効を示すと

ともに、近年心血管リスクを軽減させることが報告されている 1-3)。

しかしながら、これら薬物の副作用の 1っとして筋肉障害が知られている。

筋肉障害の発症頻度は 1-7%であることが報告されておりの、重篤な場合には横

紋筋融解症となることがある 5，6)。横紋筋融解症とは、骨格筋細胞が急性に障害

され、融解、壊死にいたる状態であり、筋細胞内のクレアチンホスホキナーゼ

(CPK)およびミオグロビンが血中に逸脱する病態である。その発症原因は、虚血、

過激な運動、外傷、低カリウム血症、代謝性アシドーシス、低リン血症など多



彩である。

スタチン系薬物のうちで最も脂溶性の高いセリパスタチンは、フィブラート

系薬物との併用で横紋筋融解症による死亡例が報告され、 2001年に自主回収と

なった 7)。Invitro評価系での検討においても、セリパスタチンの細胞障害性は

他のスタチン系薬物と比較して顕著に高いと報告されており 8)、invitro評価系

による細胞障害性に関する検討が、横紋筋融解症の発症機序解明に有用な知見

をもたらすものと考えられる。これまでに横紋筋融解症の発症機序に関しては

種々検討されており、以下の三点について推察されている。

1)コエンザイムQlOやユビキノンなどの代謝中間体の欠乏 9，10)

2)アポトーシスの誘導 11，12)

3)クロライドイオンチャネルの関与 13，14) 

しかしながら明確な発症機序に関しては不明な点も多く、スタチン系薬物間

で筋障害を比較した例も少ない。さらには横紋筋融解症の発症リスク軽減を目

的とした検討もほとんど行われていないのが現状である。

本研究では、ヒト骨格筋由来 RD細胞およびラット骨格筋由来 L6細胞を in

vitro骨格筋細胞モデルとして用い、すべてのスタチン系薬物の筋細胞障害性を

比較することにより筋障害発症機序の解明を試みた。また、これらの知見をも

とにスタチン系薬物の筋障害発症リスク軽減方法を invitroおよびinvivoの系を

用いて評価した。

具体的には以下の課題について検討した。第一章では、 8種のスタチン系薬物

の物性と細胞障害性との関連性を明らかにし、各薬物聞における障害性の比較

を行った。一方でその細胞障害性とスタチン系薬物の細胞内蓄積性との関連に

ついても検討を加えた。第二章では、スタチン系薬物による筋障害発症機序の

解明を目的に、スタチン系薬物が誘導する筋障害性とアポトーシスの関連性に
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ついて検討し、アポトーシス誘導機序についても検討を加えた。第三章では、

スタチン系薬物による筋障害を抑制する物質の探索を目的に、第二章で明らか

になった筋障害発症に関わる因子を抑制する物質をスタチン系薬物と併用する

ことにより、その効果を invitroおよびinvivoの系において評価した。

以上の検討により、スタチン系薬物の重篤な副作用である横紋筋融解症の発

症機序および発症リスク軽減方法に関して有用な知見が得られたので以下に詳

述する。
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第一章 スタチン系薬物による骨格筋細胞障害性

第一節緒言

骨格筋は、骨などと異なり豊富な血液供給を受けている臓器であるため、生

体の基本組織の中では最も疾患に陥りにくい組織として知られている。高脂血

症治療薬であるスタチン系薬物はこの骨格筋に対して障害を引き起こすが、明

確な機序については不明である。

スタチン系薬物による筋障害の発症機序および薬物相互作用を詳細に検討す

る上で、 invitro評価系は重要なツールになり得る。現在まで市販されているス

タチン系薬物のうちで最も脂溶性の高いセリパスタチンは他のスタチン系薬物

よりも横紋筋融解症を引き起こしやすいことが報告されているが、 invitro評価

系を用いた検討においても一致した結果が得られている 8，15)。しかしながら各々

のスタチン系薬物の障害の強さを問一評価系で比較した例は少なく、その時の

筋細胞内蓄積量を検討した例はほとんどない。したがって、 invitro評価系を用

いてスタチン系薬物聞の細胞障害性を比較することで、より安全な薬物選択の

一助となることが想定される。ヒト骨格筋由来RD細胞およびラット骨格筋由来

L6細胞は骨格筋の特性を有しており、骨格筋のモデル細胞として用いられてい

る 16，17)。そこで本章ではこれらの細胞を用いてスタチン系薬物の細胞障害性に

ついて詳細に検討を行った。スタチン系薬物の細胞障害性は細胞生存率、細胞

形態変化ならびにカスパーゼ、-317活性を測定することにより評価した。また、各

スタチン系薬物の細胞内蓄積量は HPLCを用いて定量し、薬物の物性と細胞障

害性および細胞内蓄積量との関連性を考察したので以下に詳述する。
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第二節 実験材料および実験方法

i ) 使用薬物・試薬

スタチン系薬物は以下の 8種を用い、入手先を以下に示した。

Atorvastatin Ca 第一一共より原末提供

Cerivastatin Na 第一一共より原末提供

Fluvastatin Na Novartis phannaより原末提供

Lovastatin 第一一共より原末提供

Pitavastatin Ca 興和創薬より原末提供

Pravastatin N a 第一一共より原末提供

Rosuvastatin Ca 第一一共より原末提供

Simvastatin 第一一共より原末提供

シンパスタチンおよびロパスタチンは活性体であるアシッド体に変換して実

験に用いた。アシッド体への変換は 0.05NNaOHにそれぞれ溶解し、 200 C 、30

分間撹持し、その後O.2NHClでpH7.4に調整することにより行った。

スタチン系薬物以外の試薬およびその入手先を以下に示した。

Caspase-Glo 317 assay Promega 

Cell culture lysis reagent Promega 

DMEM SIGMA 

FBS ICN 

MTT Wako 

Penicillin-streptomycin ICN 

Trypsin Gibco BRL 
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並) 細胞培養法

骨格筋のモデルとして、ヒト骨格筋由来細胞RDおよびラット骨格筋由来細胞

L6を用いた。両細胞の培養は、 370C・5%C02インキュベーター内で行い、非働化

した 10%FBS、100IUペニシリン、 100μg/mLストレプトマイシンを含む

DMEMを培養液とした。 RDおよびL6細胞を 75cm2フラスコ(Coster、Corning

Incorporated Corning)で、培養し、播種後 4-5日目に継代を行った。継代は、滅菌

PBS(Table 1 )で細胞を洗浄後、 トリプシン溶液(0.25%句ゃsm、0.02%EDTA in 

PBS)により細胞を遊離させて行った。

T'able 1 Composition of PBS 

NaC1 8.0 g/L 

KCl 0.2 g/L 

Na2HP04・12H20 2.9 g/L 

KH2P04 0.2 g/L 

記) MTT assay 法

MTT assayは、 Mosmannらの方法に準拠した 18)。細胞を 96wel1プレート

(FALCON)に50μL/wel1ずつ播種し、 370じ5%C02インキュベーター内で24時間

培養を行った。その後、培養液に溶解した薬物を 50μL添加し、一定時間培養

を行った。培養後各wel1に 0.5%MTTストック溶液(滅菌PBSにMTTを溶解し

て調製)を 10μLずつ添加し4時間反応させた。反応後に培養液を吸引除去し、

DMSOを 200μL加えて細胞を溶解させた。溶解後マイクロプレートリーダー

(densitometer CS9300、Shimazu)にて 590nmの吸光度の測定を行い、生成した

MTT formazanを定量した。
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iv) カスパーゼ活性測定法

細胞を 12wellプレート(Coster)に1mLlwellずつ播種し、370C-5%CO2インキュ

ベーター内で 24時間培養を行った。その後、培養液に溶解させた薬物を 1mL 

添加し、一定時間培養を行った。その後、セルスクレーパーにより細胞をかき

とり、遠心分離(2，900X g， 5 min)により細胞を回収した。回収した細胞を PBS

(40C) 1 mLで2回洗浄し、cel1culture lysis reagent(Promega) 50μLを加えで溶解し、

celllysateとした。 Celllysateを希釈しタンパク濃度を 10問/mLに調製後、この

液 10μLとCaspase-Glo-317 (Promega) 1 0μLを384wellプレート(FALCON)上で混

合し、 250中mで30秒間振渥後、 1時間室温で反応させた。測定は、 WallacARVO

Sx・1420multilabel counter(Perkin Elmer Life science)を用いて 1秒あたりの発光シ

グナノレを測定した。蛋白濃度の測定はLowryらの方法に準拠した 19)。

v) 細胞内蓄積量測定法

細胞を 12wellプレート(Coster)に1mLlwellずつ播種し、370C-5%CO2インキュ

ベーター内で 3-4日間培養を行った。コンブノレエントに達した細胞から培養液を

吸引除去し、 370Cのtransportmedium (Table II) 1 mLで2回洗浄した後、 transport

mediumを 1mL加え、 370Cで 10分間プレインキュベーションした。 Transport

mediumを除去し、 370Cの薬液(100μM)を1mL添加した。一定時間後に氷冷し

たtransportmedium 1 mLで2回洗浄し、反応を停止させた。氷冷した蒸留水 0.5

mLを加えて細胞を破砕、回収し、遠心分離(26ラ100X g， 5 min)後、上清を HPLC

に注入した。HPLC条件をTableillに示す。検量線用のサンプルは、細胞をtransport

medium(370C) 1 mLで2回洗浄した後、各終濃度になるように調製した薬液50μL

と蒸留水450μLを加えて調製した。検量線サンフ。ノレを遠心分離(26，100X g， 5 min) 

し、上清を HPLCに注入した。
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TableIlI HPLC condition 

Table rr Composition of transport medium 

NaCl 137mM 

D伽glucose 25mM 

KCl 5.37mM 

Na2HP03 0.30mM 

KH2P04 0.44mM 

NaHC03 4.17mM 

CaCh 1.26 mM 

MgS04 0.80mM 

HEPES 10mM 

Column 

Column temperature 

Mobile phase 
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第三節実験結果

第一項 スタチン系薬物の骨格筋細胞生存率に及ぼす影響

まずはじめに、スタチン系薬物がヒト骨格筋由来RD細胞生存率に与える影響

を検討した。

(
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Fig. 1. Effects of statins on viability of RD cells 

Cell viability was measured by the MTT assay. RD cells were exposed to various concentration of 

each statin for 48 hours. Each point represents the mean士S.D.of 3-18 determinations. 

その結果、いずれのスタチン系薬物を用いた場合も、濃度依存的に即細胞の

生存率が低下することが示された。その強さは、セリパスタチン>シンパスタ

チン>フルパスタチン>アトルパスタチン>ロパスタチン>ピタパスタチ

ン>>プラパスタチンラロスパスタチンの順で、あった(Fig.l)。このうちフ。ラパス

タチンヲロスパスタチンによる殺細胞効果は、他のスタチン系薬物と比べ非常に
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小さいもので、あった。

次にスタチン系薬物の物性と細胞障害性の関連性を探るため、 Fig..1から算出

された ICso値と分配係数(Po/w)との関係について検討した。

Table1. 

ICso values and partition coefficients 

(Po/w) of statins 

Statins ICso(μM) Po/w 

Cerivastatin 1.77 209.7 

Simvastatin 3.99 76.0 

Fluvastatin 8.34 54.0 

Atorvastatin 9.26 34.0 

Lovastatin 52.2 32.4 

Pitavastatin 117 30.9 

Pravastatin 4890 0.34 

Rosuvastatin N.D. 0.13 

Data were taken from Fig. 1. 

注、、、。
p.， 

10 

ぷ=0.893

pく0.01
o Cerivastatin 。Simvastatin
@ Fluvastatin 
@ Atorvastatin 
~ Lovastatin 
⑪Pitavastatin 
• Pravastatin 

10 102 103 104 105 

IC50 (μM) 

Fig. 2. Correlation between growth inhibition 

and par世tioncoefficients (P o/w) of statins 

その結果、スタチン系薬物それぞれの ICso値と po/wには良好な相闘が認めら

れたことから本薬物の細胞障害は脂溶性が高いほど強いことが示唆された

(Table 1， Fig. 2)。ロスパスタチンについては検討した濃度範囲において細胞障害

がほとんど認められずICso値を算出で、きなかった。

次にスタチン系薬物による細胞障害の原因を明らかにすることを目的にスタ

チン系薬物曝露時の細胞形態変化観察を行った。細胞死の種類としてアポトー

シスおよびにネクローシスがあり、形態学的な特徴としてアポトーシスでは細

胞の球状化が観察され、ネクローシスでは細胞の膨潤化が見られる。
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第二項 スタチン系薬物の骨格筋細胞障害性とアポトーシスの関連性

スタチン系薬物による筋障害のメカニズ、ムを明らかにする百的で、スタチン

系薬物5暴露後の RD細胞の形態観察を行った。

Control 

0.1 μM l μM ]0μ孔f 1 ~tM 10 μh在 ]00μM 

Cer Lov 

Sim 4
a
L
 

・
咽

a
APA 

lμM 10 μM 100μM l μM ]0μM 100μM 

Flu Pra 

Ato Ros 

Fig. 3. Morphological degeneration induced by statins in RD ceUs 

RD cells were exposed to various concentration of each st呂.tinfor 48 hours. 

(X 100) 

その結果、生存率低下効果の強い、すなわち脂溶性の高いスタチン系薬物

(セリパスタチン(Cer)，シンパスタチン(Sim)ラフルパスタチン(Flu)ラアトノレパ

スタチン(Ato)，ロパスタチン(Lov)ラピタパスタチン(Pit))においてアポトーシス

の特徴である締抱の球状化が認められた。一方、水溶性の高いプラパスタチン

(Pra)およびロスパスタチン(Ros)は形態に影響を与えないことが示された(Fig.3)。

この結果は、 Fig.1の細胞生存率に与える影響とよく一致するもので、あった。そ

こで次にアポトーシスを生じた特に活性が上昇することが報告されているカス

ノ〈ーゼ-317活性を総定することにより、これら薬物の細胞障害性にアポトーシス

が関与している否かを検討した。
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Fig. 4. Effects of statins on caspase-317 activity ratio in RD cells 

RD cells were exposed to various concentration of each statin for 48 hours， and the celllysate was 

used to measure caspase-3/7 activity ratio. Each column represents the mean with S.D. of 3伽18

determinations. *; significantly di町erentfrom control (no addition) at p < 0.05. 

その結果、細胞の球状化(Fig.3)と同様に、脂溶性の高いスタチン系薬物曝露

により有意なカスパーゼ~-317の活性化が認められた(Fig.4)。カスパーゼ閏3/7活性

スタチンに関しても ICso値と同様に脂溶性と高い相関が認められたことから、

系薬物による骨格筋細胞障害性にカスパーゼ-3/7の活性化を伴うアポトーシス

が関与していることが明らかとなった。

カスパーゼ、スタチン系薬物による骨格筋細胞生存率の低下、細胞の球状化、

-3/7の活性化は、脂溶性が高いほど強いことが認められた。すなわち、スタチン

系薬物の骨格筋細胞障害性には薬物の脂溶性が関与していることが示唆された。

一般的に脂溶性の高い薬物は細胞膜を透過しやすいこと、および組織に蓄積し

そこで次にスタチン系薬物の細胞障害性と細胞内やすいことが知られている。

蓄積量との関連を明らかにすることとした。
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スタチン系薬物によるアポトーシスと筋細胞内蓄積量との関連性第三項

骨格筋細胞障害性と筋細胞蓄積性との関連を明らかにするため、各スタチン

o Cerivastatin 
o Simvastatin 
Ei F1uvastatin 
~ Atorvastatin 
~ Lovastatin 
⑪Pitavastatin 
• Pravastatin 

105 104 102 103 

IC50 (μM) 
10 

102 

g z? 
おE
;:l 8 10 
ロ巴崎
ロ~.s吉
刷¥

ロ 0.5 E 
s ) 

10.1 

系薬物の RD細胞内蓄積量を測定した。
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口
四
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Fig. 5. Accumulation of statins in RD cells 

The accumulation of each statin (100μM) was measured at pH 7.4. Each column represents the 

mean with S.D. of 3-8 determinations. Insert: Correlation between 60-min uptake and growth 

inhibition of statins 

スタチン系薬物の筋細胞内蓄積量は脂溶性に依存することが示さその結果、

スタチン系薬物の筋細胞内への取り込みには受動拡散の関与が大きれ(Fig.5)、

スタチン系薬物の ICso値と 60分後の筋細胞内蓄積いことが示唆された。また、

量には高い相関が認められた(Fig.5， Insert)。この結果からスタチン系薬物の骨格

筋細胞障害性は筋細胞内蓄積量と強く関連することが示唆された。
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第四節考察

スタチン系薬物は副作用である筋障害発症のため、その使用を制限されるこ

とがある 20-21)。したがって、スタチン系薬物の筋障害性の原因を明らかにする

ことは安全使用の観点から極めて重要である。そこでまずスタチン系薬物が筋

細胞に与える影響を検討した。その結果、スタチン系薬物は骨格筋細胞数を濃

度依存的に減少させ(Fig.1)、さらにその筋細胞死には細胞の球状化ならびにカ

スパーゼ-3/7の活性化を伴うアポトーシスの関与が明らかとなった(Fig.3-4)。こ

れらの結果は、 Johnsonらおよび Sacherらの報告と一致した 22，23)。

一方、スタチン系薬物による筋障害の一因として内因性コレステロール低下

に伴うコエンザイム QlOの減少が示唆されている 9、10)。Willisらはスタチン系薬

物投与によりラット肝臓ならびに血禁中のコエンザイム QlO濃度が減少するこ

とを明らかにしている 24)。またGhirlandaraらはヒトにおいてもコエンザイムQlO

濃度が減少することを報告している 25)。したがって、本実験系においてもスタ

チン系薬物の筋樟害にコエンザイム QlOの欠乏が関与するか否かを検討した。

スタチン系薬物とコエンザイム QlOを併用した時の細胞生存率を測定したとこ

ろ、コエンザイム QlOによる生存率の回復は認められなかった(データは示さな

しす。従ってスタチン系薬物の細胞障害にコエンザイム QI0の欠乏の関与は低い

ことが示唆された。この結果は、 Rabkinの結果とよく一致するものであった 26)。

スタチン系薬物それぞれの殺細胞効果の強さに着目したところ、その強さは、

セリパスタチン>シンパスタチン>フルパスタチン>アトルパスタチン>

ロパスタチン>ピタパスタチン>>プラパスタチンラロスパスタチンのI1顕で

あった。これは薬物の脂溶性と高い相関性を示し、本薬物の細胞障害は脂溶性

が高いほど強いことが示唆された(Fig.2， Table 1)。
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最も脂溶性の高いセリパスタチンは、コレステロール低下効果の高いスタチ

ン系薬物として知られていたが 27)、2001年にフィブラート系薬物であるゲムフ

ィブロジルとの併用によって横紋筋融解症の発症例が報告され、自己回収とな

っている 7)。本実験系においてもセリパスタチンの筋細胞障害性は顕著であり、

毒性の強さを際立たせる形となった。今回、スタチン系薬物単剤の筋細胞に対

する影響を検討し、スタチン系薬物は濃度依存的に細胞障害性を示すことを明

らかにした。このことからスタチン系薬物の服用中、その血中濃度の上昇が認

められる場合には、横紋筋融解症の発症リスクが増大することが示唆される。

近年、 CYPおよびトランスポーターを介した薬物一薬物間相互作用により、ス

タチン系薬物による筋障害リスクが増大することが報告されている 28-31)。今後

薬物-薬物間相互作用の観点からも検討を行い、スタチン系薬物の安全使用の

一助としたい。

またこれら薬物の筋細胞内蓄積量を測定したところ、筋細胞内蓄積量は薬物

の脂溶性の高さに依存することが示され、スタチン系薬物の筋細胞内への取り

込みには受動拡散の関与が高いことが示唆された。これまでスタチン系薬物の

小腸吸収および肝取り込み機構にはOrganicanion transporting polypeptide (OATP) 

fami1yが関与することが報告されている 28，32，33)が、骨格筋細胞においては OATP

familyの関与は低いものと思われる。またスタチン系薬物の主作用であるコレス

テロール低下率を測定したところ、ピタパスタチン今アトルパスタチンミロス

パスタチン今プラパスタチン孟フルパスタチン孟ロパスタチン孟セリパスタチ

ン詮シンパスタチンの順で、あった(データは示さなしつ。以上の結果から、スタチ

ン系薬物の主作用であるコレステロール低下効果と副作用である筋障害性は相

関しないことが示された。このことから HMG-CoA還元酵素の阻害作用と細胞

障害性は関連しないことが示唆された。
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第五節まとめ

スタチン系薬物による筋障害性については種々検討されているものの、向一

評価系ですべてのスタチン系薬物の細胞障害性を検討し、それらを甚接比較し

た例は少ない。そこで本章では、これまで市販されているすべてのスタチン系

薬物を用いて筋細胞に与える影響を詳細に検討した。その結果、スタチン系薬

物の骨格筋締胞障害性には、細胞の縮小化およびカスパーゼー3/7の活性化を伴う

アポト シスの関与が示された。またスタチン系薬物によるアポトーシス発生

の強さは薬物の分配係数と高い相関性を示し、脂溶性の高い薬物ほど障害性が

強いことが示された。さらにその障害性は、薬物の筋細胞内蓄積量に依存して

いることも明らかにした。一方、スタチン系薬物のコレステロール低下率の優

劣と脂溶性および筋障害性の強弱は相関しなかった。スタチン系薬物は長期に

わたって服用する薬物であることから、副作用発現の抑制を考慮した治療スケ

ジュールを考案する上で、本知見は有益なものとなり得る。

St講堂iEES

RDラL6cells 

S鋲ta剖tir良郎l路S-1

Apoptosis 

" Spherical form 
.. Caspase醐 3/7t 

their i血nt甘ra印cel1日lu叫la紅ra釦cc印um百臨即1孔郎u叫lla矧t討101ロ1工. 
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第二章 スタチン系薬物による筋障害機序

第一節緒言

前章のとおり、スタチン系薬物による筋細胞障害性にはカスパーゼー317の活性

化を伴うアポトーシスが関与することが明らかになった。そこで本章ではこの

機序をさらに詳細に解明するため種々の検討を行った。アポトーシス経路には、

デスレセプターを介してカスパーゼー8を活性化する経路とミトコンドリアを介

してカスパーゼ-9を活性化する経路の二つの主要な経路が知られている 34，35)。

またカスパーゼー8は、 Bc1-2

farnilyの一つである BidのN末

端の切断を介してミトコンド

リアからのシトクロム C放出

を促進することで、カスパーゼ、

-9の活性化に関与する。

いずれの場合も、最終的にカス

ノミーゼ-317が活性化され、細胞

Stimlllation 

緩務疲磁笥緊す斡曹箆F畠禽協滋襲覇

醗鶴轟盟麟濫費讃艶費題欝饗磯署襲

の球状化およびDNA断片化を特徴とするアポトーシスが引き起こされる。一方、

近年小胞体ストレスによるカスパーゼ-12の活性化がアポトーシスを引き起こ

すことが報告されている 36)。そこでスタチン系薬物によるアポトーシスにはど

ちらの経路が関与しているのかを明らかにするために、カスパーゼ4 およびθ

の活性測定およびカスパーゼの組害剤を用いてその経路の特定を試みた。さら

にアポトーシス誘導因子である細胞内酸性化 37-39)に着吾し、その酸性化の原因

を示唆するデータを得たので以下に詳述する。
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第二節 実験材料および実験方法

i ) 使用薬物・試薬

第一章 第二節 i )で述べたものについては記載を省略した。

Antibiotic G-418 Sulfate 

AN守TI-FLAG⑧M2Monoclonal Antibody 

BCECF下-AM

Blasticidin S Hydrochloride 

Caspase-Glo 8 assay 

Caspase-Glo 9 assay 

CHC 

DNase 1 Amprification Grade 

ECLTM Western blotting detection reagent 

EcoR 1 

Ethidium Bromide Solution 

Goat anti-mouse IgGトHRP

HotStarTaq PCR 

L-[ 14C] Lactic acid sodium salt 

L-Lactic acid sodium salt 

LipofectamineTM Reagent 

Mouse anti-actin monoclonal antibody 

Nigericin 

Omniscript RT Kit 

18 

Promega 

SIGMA 

Wako 

Funakoshi 

Promega 

Promega 

SIGMA 

Invitrogen 

Amersham Pharmacia Biotech 

NEW ENGLAND BioLabs 

QIAGEN 

Santa Cruz Biotechnology 

QIAGEN 

Amersham 

ICN 

Invitrogen 

CHEMICON 

Wako 

QIAGEN 
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並) 細胞培養法

第一章第二節 註)で述べたものについては記載を省略した。

MCT4強制発現細胞を作製するにあたり、宿主細胞としてブタ腎近位尿細管上

皮細胞由来 LLC-PK1細胞を用いた。細胞の培養は、 370C・5%C02インキュベー

ター内で行い、非働化した 10%FBS、100IUペニシリン、 100μg/mLストレプ

トマイシンを含む Medium199 を培養液とした。 LLC-PK1 細胞を 75c~ フラスコ

(Coster、ComingIncorporated Coming)で、培養し、播種後4-5日目に継代を行った。

継代は、滅菌PBS(Table 1 )で細胞を洗浄後、トリプシン溶液(0.25%trypsin、0.02%

EDTA inPBS)により細胞を遊離させて行った。

出) カスパーゼ活性測定法

第一章第二節 iv)で述べた。
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iv) DNA抽出法

細胞を 10cmディッシュに播種し、 370C-5%CO2インキュベーター内で24時

間培養を行った。その後、培養液に溶解させた薬物を添加し、一定時間培養を

行った。その後、セルスクレーパーにより細胞をかきとり、遠心分離(1，600X g， 5 

min)により細胞を回収した。回収した細胞を PBS(40C)により 2回洗浄後、遠心

分離(1，600Xgラ5min)により得られた細胞に lysisbuffer(TableN) 0.5 mLを加えて、

十分に細胞を破砕した。細胞破砕液にPCIを0.5mL加えて 1分間転倒混和し、

遠心分離(26，100X g， 10 min)によって水相を分取した。水相の 2.5倍容量のエタ

ノールと 1/10容量の 3M酢酸ナトリウムを加えて、 1分間転倒混和し、 -200C

で 15分静置した。その後、遠心分離(40，800X g， 10 min)により沈殿を回収し、

70%エタノールを 200μL加えて洗浄した。遠心分離(40，800X g， 5 min)を行い、

沈殿を回収し、得られた沈殿に TEbu除 r(Tris10 mM， EDTA 1 mM)0.5 mLを加え

て溶解した。次に RNaseを終濃度0.5μg/mLとなるように加え、 500Cで1時間

インキュベーションした。この溶液に、PCI0.5 mLを加えて 1分間転倒混和し、

遠心分離(26，100X g， 10 min)によって水相とフェノール相に分離し、水相を分取

した。水相の 2.5倍容量のエタノールと 1110容量の 3M酢酸ナトリウムを加

えて、1分間転倒混和し、-200Cで15分以上静置した。遠心分離(40，800X g， 10 min) 

して沈殿を回収し、 70%エタノールを 200μL加えて洗浄した。遠心分離(40，800

Xg， 5 min)により沈殿を回収し、得られた沈殿を風乾後、 TEbufferを適宜加えて

溶解し、 DNA抽出液とした。 DNA抽出液は、 260nmにおける吸光度から下記

の式に従って DNA濃度を計算した。 DNA20μg相当量の抽出液に loadingdye 

を加えて、 2%アガロースゲ、ノレ電気泳動(100V，60 min)を行った。電気泳動の画像

撮影および記録は、 ATTOprintgraph、ATTOimageSaver AE-6905Cを用いた。
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DNA concn. = O.D.260 nm x dilution rate x 50 (μg/mL) 

v) 細胞内pH測定法

TableN Composition of lysis buffer 

EDTA.2Na 

NaCl 

Proteinase K 

TritonX -100 

Tris-HCl (pH 7.4) 

lOmM 

200mM  

0.1 mg!mL 

0.2 % 

lOmM 

細胞内pH測定は、 Boyars勾らの方法に準拠した 40)。細胞を 12wellプレート

(Coster)に播種し、 370C-5%CO2インキュベーター内で24時間培養を行った。そ

の後、培養液に溶解させた薬物を添加し、一定時間培養を行った。遠心分離

(10，200 X g， 5 min)により細胞を回収した。回収した細胞を PBS(40C)1mLで2回

洗浄し、 HEPESbuffer(Table V) 0.5 mLに懸濁した。 BCECF-AMsolutionを終濃度

3μMになるように加えて、370Cで30分間インキュベーションした。HEPESbuffer 

で 1回洗浄後、 HEPESbuffer 1 mLに懸濁した。細胞懸濁液を 12wellプレート

(Coster)に移し、励起波長485nmあるいは450nm、蛍光波長535nmで測定した。

検量線については、 BCECF-AMsolutionを負荷した細胞をpH6.6-8.0に調整した

calibration buffer(Table VI) 1 mLにそれぞれ懸濁し、ナイジェリシンを終濃度 10

μg/mLとなるように加え、 10分間インキュベーションした後 12wellプレート

(Coster)に移し、励起波長485nmあるいは450nm、蛍光波長535nmで測定した。
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Table V HEPES buffer Table VI Calibration buffer 

D-glucose 5mM NaCl lOmM 

HEPES 20mM MgS04 1mM 

KCl 5mM Na-MOPS lOmM  

NaCl 153mM KCl 130mM 

vi) 細胞内乳酸量測定法

細胞を 12wellプレート(Coster)に播種し、 370C-5%CO2インキュベーター内で

24時間培養を行った。その後、培養液に溶解させた薬物を添加し、一定時間培

養を行った。その後、セノレスクレーパーにより細胞をかきとり、遠心分離(10，200

Xg， 5 min)により細胞を回収した。回収した細胞をPBS(40C) 1 mLで2回洗浄し、

cell culture lysis reagent(Promega) 50叫に溶解し、 celllysateとした。溶解液と

Lactate Reagent (乳酸酸化酵素、ペルオキシダーゼ、 chromogenprecursorを含む)

を 1:100で反応させた。反応液を 96wellプレートに移し、マイクロプレートリ

ーダー(densitometerCS9300、Shimazu)にて 540nmの吸光度の測定を行った。

vii) RT-PCR法

1)骨格筋細胞からの totalRNA抽出

細胞から RNAeasymini Kit、RNase-FreeDNase Set、DNase1 Amprification Grade 

を用いて totalRNAを抽出した。

2)逆転写反応

逆転写反応は OmniscriptRT Kitを用い、 Chart1に示した方法で、行った。

22 



Component VolumelReaction 

10XBu妊hRT 2μL 

dNTP Mix (5 mM each dNTP) 2μL 

Random Primer (50 nglμL) 2μL 

RNase inhibitor (10 unitlμL) 1μL 

Reverce Transcriptase 1μL 

RNase四FreeWater variable 

主盟lateRNA variable 

Total volume 20μL 

C辺lε
370C 60 min 

930C 5 min 

↓ 
cDNA 

Chart 1 Procedure of reverse transcription 

3)PCR反応

PCR反応はHotStarTaqPCRを用い、Chart2に示した方法で、行った。Primerは、

TableVHに示したものを用いた。

Component VolumelReaction 
£担l皇

950C 15 min 

10 X PCR Buffi町

dNTP Mix (10 mM each) 

Primer Mix (50 nglμL) 

HotStarTaq DNA polymerase 

RNase-Free Water 

Templat疋DNA

Total volume 

10μL 

2μL 

lμL 

0.5μL 

variable 

variable 

940C 30 secー「

51-530C 1 min I X40-45 cycles 
720C 1 min ----1 

100μL 
ゐ
Etw
p
u
 u
 
d
 

↓
附R
 
C
 

D
I
 

Chart 2 Procedure for PCR 
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Table vrr Sequences of primers for PCR 

Name HGNCname Accession No. 

hMCT4 SLC16A3 NM 004207 

hGAPDH NM 002046 

4)電気泳動

Sequences 

Forward: 5¥atc ctg ggc ttc att gac at -3' 

Reverse: 5ヘ.atg gag aag ctg拍gagg ta -3' 

Forw釘d:タ，制ggt芯atccct gag ctg泊 -3'

Reverse:デ・ttctag acg gca ggt cag gt -3' 

PCR産物は 1%アガロースゲル(エチジウムブロマイド 10問1100mLを含む)

にアプライし、 100V、30分間電気泳動を行った。泳動したゲルから ATTO

PrintgraphおよびATTOImageSaver Aι6905Cを用いてバンドの蛍光を記録した。

v温) MCT4強制発現細胞の構築

1) プラスミドの構築

Caco-2細胞より抽出したto回lR1ぜAを鋳型とし、 RT-PCRを行い、 MCT4およ

びCD147の全長cDNAを得た。この cDNAをpGEM⑧T-easyベクターに組み込

み、 pGEM-MCT4およびpGEM-CDI47を得た。 pGEM-MCT4、pGEM-CD147は

それぞれXho1およびSal1、EcoRIおよびXho1により消化し、同じ酵素処理

を行ったpCI-neo、pcDNA3.1/zeo(+)にそれぞれ組み込んだ。これにより pCI-MCT4

およびpcDNA-CD147を得た。 MCT4には有効な抗体が無かったため、強制発現

させた MCT4の免疫組織化学的検出を可能にするために、 MCT40RFの5'末

端に FLAGエピトープ、 3'末端に c-myc、Hisエピトープをそれぞれ融合する

ことにした。 pCI-MCT4を鋳型とし、 PCRを行った。得られた cDNAをEcoR1 
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および Xho1により消化し、同じ酵素処理を行った pSF-lに組み込んだ。 DNA

シークエンスにより塩基配列を確認し、 pSF-FLAG-MCT4 を得た。

pSF-FLAG-MCT4およびpcDNA-CD147は大腸菌にトランスフォームし、単一の

クローンを大量調製した。

2) 細胞への導入

まずLLC-PKl細胞へpcDNA-CD147およびpcDNA3.1/zeo(+)を導入したが、こ

の際blasticidinS耐性マーカーを有する pSV2をpcDNA3.1Izeo( +)の 10分の l量

(w/w)、同時にトランスフェクトした。 2.0μg/mLの blasticidinSによりセレク

ションを行い、 CD147を安定発現した細胞株である LLC-CD147細胞およびネガ

ティブコントロールである LLC-pcDNA細胞を得た。次に LLC-CD147細胞およ

びLLC-pcDNA細胞にpSF-FLAG-MCT4およびpSF-1をそれぞれ導入した。 800

μg/mLのG418sulfateでセレクションを行い、CD147およびMCT4-FLAGを共発

現した細胞株である LLC-CD147品1CT4-FLAG細胞および3種のネガティブコン

トローノレ細胞で、ある LLC-pcDNA/pSF-1細胞、 LLC-CD147 /pSF-1細胞ならびに

LLC-pcDNん仇1CT4-FLAG細胞を得た。

ix) Western blotting法

タンパク質抽出液を 4倍量(v/v)の9M Urea溶液および5倍量(v/v)の2XSDS

sample buffer(0.1 M Tris-HCl (pH6.8)， 4% SDS， 10% 2-ME， 20% glycerol， 0.004% 

BPB)と混合し、1000Cで3分間加熱変性した後、SDS-PAGEによる分離を行った。

続いて、ポリアクリルアミドゲルからニトロセルロースメンブレン(BIO-RAD)

へのタンパク質の転写を行った。転写はtransferbuffer(48 mM Tris， 39 mM  glycine， 

20% MeOH， 1.3 mM SDS)に浸したろ紙にポリアクリルアミドゲルおよびニトロ
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セルロースメンブレンをはさみ、 15Vの電圧を 90分間かけて行った。転写後、

メンブレンを blockingbuffer(0.05% Tween 20， 10%スキムミルク inPBS)中で 1

時間振濯した。 20倍希釈した blockingbufferで抗体価に応じて希釈した抗体液 l

mLとメンブレンを密封し、室温で 1時間以上反応させた。その後メンブレンを

wash buffer(0.05% Tween 20 in PBS)で3回洗浄した。20倍希釈した blockingbuffer 

で4000倍希釈した HRP標識二次抗体 1mLとメンブレンを密封し、室温で l時

間反応させた。その後メンブレンを washbufferで3回洗浄し、 ECLTMWestem 

blotting detection reagentを1分間反応させ、 X線フィルムに露光した。

x) 乳酸取り込み実験法

細胞を 24wellプレート(Coster)に0.5mL/wellずつ播種した。 370C-5%CO2イン

キュベーター内で 3-4日間培養後、コンフルエントに達した細胞から培養液を吸

引除去し、 370Cのtransportmedium (Table II) 0.5 mLで2回洗浄した後、 transport

mediumを0.5mLずつ加え370Cで10分間プレインキュベーションした。Transport

mediumを除去し、 L- [14CJ Lactic acid sodium sa1t(O.2μCi)を仕組sportmediumに

溶解して薬液とし、 0.5mL添加して一定時間振塗しながらインキュベートした。

薬液除去後、氷冷した仕組sportmedium 0.5 mLにて洗浄を行った。その後各well

に0.2NNaOH・1%SDS 0.5 mLを加え細胞を溶解し、全量をバイアルに移し液体

シンチレーター (ASCII、Amersham)を5mL加え、放射活性を測定した。
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実験結果節一一一第

スタチン系薬物誘導性アポトーシスにおけるカスパーゼ経路の同定第一項

アポトーシス経路には2つの主要な経路が知られている。前述したとおり、

カスパーゼ4 の上昇を伴うミトコンドリアを経由する経路であり、他方つは、

いずれの経路もの活性化を伴う受容体を介する経路であるが、はカスパーゼー8

最終的にカスパーゼ-3/7の活性化を介して DNA断片化などの種々のアポトーシ

そこでスタチン系薬物によるアポトーシスにどちス特有の変化を引き起こす。

らの経路が関与するかを明らかにするために薬物持暴露後のカスパーゼー8ラ4活性
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Fig. 6. Effect of cerivas鵠tinon caspase-8担)andみ (b)activity ratio an品DNA

fragmentation induced by cerivastatin (c) in RD ceUs 

(a， b) Each column represents the mean with S.D. of3-6 detenninations. 

*; significantly different from control (no addition) at p < 0.05. 

(c) Extracted DNA (20μg) was electrophoresed on a 2% agarose gel. 
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その結果、セリパスタチン曝露によりカスパーゼー9の活性化が認められ、さ

らにセリパスタチン濃度依存的な DNAの断片化が検出された(Fig.6)。またカス

ノミーゼ、-8の活性を測定したところ、活性化の程度は非常に弱いことが確認され

た(Fig.6)。したがって、セリパスタチンによって誘導されるアポトーシスはカ

スパーゼみ上昇を伴うことが示唆された。そこで次にカスパーゼザ上昇を伴う

アポトーシスの経路を明確にするため、カスパーゼみ阻害剤の共存効果を検討

した。
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Fig. 7. Effect of caspase-9 inhibitor on caspase-317 (a) and ・9(b) activity ratio in 

cerivastatiIトtreatedRD cells 

RD cells were exposed 加 cerivastatin(1μM) in the absence or presence of caspase-9 inhibitor (10 

μM) for 48 hours. Each column represents the mean with S.D. of 3-6 determinations. 

*; significantly different 合omcontrol (no addition) at pく0.01，

↑; significantly di荘erentfrom cerivastatin alone at p < 0.05. 
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その結果、カスパーゼみ阻害剤の共存によりセリパスタチンが誘導するカス

ノfーゼ、-317および・9の活性化は有意に抑制されることが示された(Fig.7)。

これらの結果より、スタチン系薬物による骨格筋細胞障害はミトコンドリアを

介したアポトーシスに起因していることが示唆された。

第二項 スタチン系薬物誘導性アポトーシスと細胞内酸性化との関連性

ミトコンドリア経路を介したアポトーシス誘因刺激の一つに細胞内の酸性化

が知られている 37羽)。そこでスタチン系薬物によるアポトーシスに細胞内酸性

化が関与しているか否かを明らかにするためにスタチン系薬物曝露時の細胞内

pH変動について検討を行った。

7.5 

国A 

i 5 ロ 7.4 
7.3 

7.2 
Con位。1 0.1 10 

Cerivastatin concn. (μM) 

Fig.8. 

Effect of cerivastatio 00 iotracellular 

pH in RD cells 

lntracellular acidification was measured with 

BCECF-AM at 48 hours. 

Each column represents the mean with S.D. of 

3-6 determinations. 

*; significantly di:fferent from con仕01

(no addition) at p < 0.05. 

その結果、セリパスタチン曝露時の骨格筋細胞内 pHは、薬物濃度依存的に低

下することが明らかになった(Fig.8)。すなわち、スタチン系薬物の細胞障害は

細胞内酸性化の過程を経てアポトーシスを誘導することが示唆された。

次にこの細胞内酸性化がどのような機序で生じているのかを明らかにする
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セリパスタチン処理48時間ため、骨格筋細胞で主に産生される乳酸に着目し、

後の細胞内乳酸量を測定した。

Control 

* Cerivastatin 1μM 

30 

Intracellular lactic acid content 

(nmol/mg protein) 

25 20 15 lO 5 。

Fig. 9. Effects of cerivastatin on intracellular lactic acid content of RD cells 

Each column represents the mean with S.D. of 3-6 determinations. 

*; significant1y different from control (no addition) at p < 0.05. 

その結果、セリパスタチン lμM曝露によって、有意な細胞内乳酸量の上昇が

酸性物質である乳酸は過剰な蓄積によってアポトーシスを認められた(Fig.9)。

このことからセリパスタチンは細胞内乳酸引き起こすことが報告されている。

アポトーシスを引き起こし量を上昇させることにより細胞内酸性化を誘導し、

そこで次にセリパスタチンと乳酸排出阻害剤であるていることが示唆された。

CHCを共存させた時の細胞生存率低下に及ぼす影響を検討した。

Fig.l0. 

Effect of CHC on reduction of RD cell 
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その結果、 CHC共存によりセリパスタチンによる生存率の低下効果は増強す

ることが示された(Fig.1的。これは C註Cの併用によりスタチン系薬物が誘導す

る細胞内乳酸量の増大をさらに増強したことに起霞していると考えられる。

第三項 筋細胞における MCT4を介した乳酸輪送とスタチン系薬物の毘害効果

細胞内の乳酸量を調節することが知られている monocarboxylatetransporter 

(MCτ)に着Eした。 MCTは乳酸を基震とし、細胞内外の乳酸濃度を謂節するこ

とによって紐胞内pHの憤常性に寄与している。そこで骨格筋細胞における MCT

の発現ならびに機能解析を行った。まずRD細胞における MCτ アイソフォーム

の発現確認ならびに乳酸輸送実験を行った。

. RT-PCR 

o Lactic acid 

Maker MCT4 GAPDH 

• Westem blot 

o 

MCT4 

Actin RD，L6cells 

Fig.l1.τ'ransport mechanis臨 ofL-Iactic acid in RD and L6 skeletal muscle ceUs 
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RD細胞において MCτ4mRNAおよびMCT4蛋自の発現が認められた(Fig.11)0 

また L6細胞においても同様の結果を得た。さらに乳酸の排出実験により RDお

よび L6細胞からの乳酸排出には MCT4が関与することが明らかとなった(デー

タは示さない)41，42)。

一方、スタチン系薬物の動態に着目すると、 Tamaiらは血液脳関門において

MCTがスタチン系薬物を輸送することを報告している 43)。また消化管吸収モデ

ノレ細胞で、ある Caco-2細胞における atorvastatin輸送および腎由来のNBL-l細抱の

lovastatin輪送にそれぞれMCTが関与していることが報告されている 44-46)。

したがって、乳酸の排出方向に働く MCT4に対しでもスタチン系薬物は基質

あるいは阻害薬として作用することが予想される。スタチン系薬物が乳酸排出

を阻害するならばスタチン系薬物による細胞内乳酸量の上昇を説明できるので

はなし功ミと考えた。そこで MCT4/CD147強制発現細胞を用いてスタチン系薬物

の阻害効果について検討した。 MCτ4強制発現細胞を作成するにあたり MCT4

の膜への局在を補助する蛋白質である CD147を共発現させた。

そこでまずMCτ4およびCD147トランスフェクション後の蛋白発現をウエス

タンプロッティングによって確認した。

cm vm cv vv 

MCτ4幽FLAG

CD147 

Fig. 12. Expression of CD147 and MCT4-FLAG in c臨，v臨， cv and vv ceUs 

Proteins were separated by SDS-PAGEラandwestern blotting was perfonned with antibodies against 

CD147 and FLAG. 
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crnは、 MCT4およびCD147を共発現させたもの、 vrnはMCT4のみ発現させ

たもの、 cvはCD147のみ発現させたもの、 w はベクターのみを発現させたもの

であり、いずれも導入した蛋白の発現のみが認められた(Fig.12)47)。そこで次に

導入した MCT4が輸送活性を有しているか否かを確認するため、 MCT4の基質

である乳酸を用いて取り込み実験を行った。
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11) 。
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Tirne (rnin) 

Fig.13. 

Uptake of L幽lacticacid (3.3μM) 

by cm， vm， cv and vv cells 
C4C] L-lactic acid uptake by cm， vm， cv 
and vv cells was measured at pH 6.0. 

Each column represents the mean with 

S.D. of 3-6 determinations. 

*: significantly different from vm， cv and 

vv cells at p < 0.05. 

その結果、MCT4のみ(vrn)およびCD147のみ(cv)発現させたものはベクターの

み(vv)を発現させたものとほぼ同程度の取り込み値しか示さなかった。一方、

MCT4および CD147を共発現させた場合(crn)には、取り込み活性の増強が認め

られた(Fig.13) 47)。そこで次に MCT4/CD147共発現細胞(crn)が、 MCT4の輸送特

性を有しているかを明らかにするため、乳酸取り込みの濃度依存性について検

言すを行った。
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MCT4/CD147共発現細胞(cm)における乳酸取り込みは濃度依存性を示し、親

和性の強さを示すKmは 28.7mMと算出された(Fig.14)。この値は oocyte発現系

で報告されている MCT4のKm値28.5mMとほぼ一致した 48)。さらに MCT4の

基質(L-Lactic acid)および阻害剤(Phloretin，CHC)によって MCT4を介した乳酸輸

送は強く阻害されることが示された(Fig.15)。したがって、強制発現させた MCT4

は十分機能していると考え、 スタチン系薬物の阻害効果の検討を行った。
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その結果、細胞毒性の大きいことが示唆された脂溶性スタチン類は MCT4を

介した乳酸輸送を強く阻害することが示された。一方、細胞毒性の低い水溶性

スタチンによる阻害効果はほとんど認められなかった。細胞毒性と MCT4に対

する阻害効果には関連性があることが示唆された(Fig.16)。
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第四節考察

本章では第一章において最も障害性の高かったセリパスタチンを用いてスタ

チン系薬物による筋障害発生機序について詳細な検討を行った。セリパスタチ

ンによる細胞障害にはカスパーゼJ の活性化を伴うアポトーシスが関与してい

ることが示された。一方、カスパーゼー8の活性化は非常に弱いことが示された

(Fig.6)。これらの結果は、 Zhongらの結果とよく一致するもので、あった 49)。

さらにセリパスタチンによるカスパーゼー317およびθ の活性化はカスパーゼ、θ

阻害剤によりコントロールレベルまで抑制されることが示された(Fig.7)。この

ことからセリパスタチンによるアポトーシスはミトコンドリア経路を介するこ

とが明らかになった。ミトコンドリアを介したアポトーシス経路を誘導する一

因に細胞内酸性化が報告されている 37-39)ことから、次にセリパスタチン曝露後

の細胞内pHを測定した。その結果、セリパスタチン濃度依存的に細胞内酸性化

が誘導されることが示された(Fig.8)。

次にこの細胞内酸性化の発生機序を明らかにするため、骨格筋細胞で主に産

生される乳酸に着目した。酸性物質である乳酸は、その過剰な蓄積によりアポ

トーシスを引き起こすことが報告されている 39)。そこでセリパスタチン曝露後

の細胞内乳酸量を測定したところ、有意な細胞内乳酸量の上昇が認められた(Fig.

9)。このことからスタチン系薬物により細胞内乳酸量の上昇が誘導された結果、

細胞内酸性化を伴うアポトーシスが引き起こされることが示唆された。

骨格筋細胞における乳酸の出入りには monocarboxylatetransporter (MCT)が関

与している。現在MCTファミリー(SLC16)は、 1-14のアイソフォームの存在が

報告されている 50)。このうち基質や機能についての報告があるのは、

MCTl(SLC16Al)、MCT2(SLC16A7)、MCT3(SLC16A8)、MCT4(SLC16A3)、
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MCT6(SLCI6A6)、MCT8(SLC16A2)ならびに TAT1(SLCI6AlO)である。 MCTI-4

は乳酸やピルビン酸などの短鎖脂肪酸と H+を共輸送する 48，51-54)0 MCT6は利尿

薬であるブメタニドを基質とし 55)、また MCT8は、 Na+および H+非依存的に甲

状腺ホルモンであるチロキシンおよびトリヨードチロニンを輸送する 56)。TATl

はNa+および H+非依存的な芳香族アミノ酸トランスポーターである 57)。そこで

まず骨格筋由来細胞である RDおよび L6細胞における乳酸輸送に関わる MCT

アイソフォームを明らかにすることを試みた。これまでで、の報告から MCTlト-4

乳酸を基質とすることから MCT引1-4の発現解析ならびに機能解析を行つた。そ

の結果、 RDおよびL6細胞のいずれにおいても MCT4が乳酸の排出に働くこと

が示された(データは示さない)41，42)0 FishbeinらはMCT4が主に細胞内に蓄積し

た乳酸を排出する役割を果たすということを示唆しており 58)、今回の結果と一

致するものであった。次に細胞内乳酸量の上昇がスタチン系薬物の細胞障害に

影響を与えるか否かを検討した。乳酸排出阻害剤である CHC0.5 mMをセリパ

スタチンと併用した時、細胞生存率低下効果は、セリパスタチン単独のものと

比較して増強した (Fig.10)。すなわちセリパスタチンと CHCの併用により細胞

内乳酸量が上昇した結果、細胞障害性が増強することが示唆された。そこで次

にMCT4/CDI47強制発現細胞を用いてスタチン系薬物の阻害効果について検討

を行った。 MCT4/CDI47共発現細胞への乳酸取り込みは濃度依存性を示し、Krn

値は28.7mMと算出され、 oocyte発現系で報告されている MCT4のKrn値28.5

mMとほぼ一致した 48)。さらに MCT4の基質および阻害剤によって MCT4を介

した乳酸輸送は強く阻害された(Fig.15)。この強制発現系を用いて検討した結果、

細胞毒性の大きい脂溶性スタチン類は MCT4を介した乳酸輸送を強く阻害する

ことが示された(Fig.16)。一方、細胞毒性の低い水溶性スタチンによる阻害効果

はほとんど認められなかった。前述のとおり、スタチン類の細胞毒性は、脂溶
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性の高いもので強いことから細胞毒性と MCT4への阻害効果とは正の相闘があ

ることが示唆された。

以上の結果より、スタチン系薬物によって誘導される細胞内乳酸量の上昇は、

筋細胞からの MCT4を介した乳酸排出をスタチン系薬物が阻害することに起因

していることが示唆された。しかしながら Takedaらは、フルパスタチンおよび

シンパスタチンの有効血媛中濃度がそれぞれ2.30μM、0.5μMと報告している

59)。今回検討したスタチン系薬物の濃度は臨床での血築中濃度域と比較して高濃

度であることから、今後、 MCT4に対するスタチン系薬物のKi値を算出し、 IC50

値と比較することが必要である。さらに長時間のスタチン系薬物共存下の乳酸

取り込み実験を行うなどして MCT4の関与をさらに明確にする必要があると考

えられる。
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第五節まとめ

スタチン系薬物によるアポトーシス発生機序について明らかにするため、本

章ではスタチン系薬物の中で最も障害性の高いセリパスタチンを用いて種々の

検討を行った。セリパスタチンは、細胞内乳酸量の上昇、細胞内酸性化ならび

にカスパーゼ、-9の活性化を引き起こし、ミトコンドリア経路を介したアポトー

シスを誘導した。またその細胞内乳酸量の上昇において筋細胞からの MCT4を

介した乳酸排出をスタチン系薬物が阻害することがその一因となっている可能

性が示された。
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第三章 スタチン系薬物による筋障害発症リスク軽減方法

第一節緒言

前述のとおりスタチン系薬物による横紋筋融解症発症リスクを軽減させる方

法について具体的に検討した報告は少ない。 Nabaらは ethyleicosapentanoateが

スタチン系薬物の筋障害を抑制すると報告しているが、その抑制機序は明確に

なっていない 60)。そこで本章ではスタチン系薬物による筋障害発症リスク軽減

方法に関する検討を行った。スタチン系薬物服用中に横紋筋融解症が発症した

場合、まずスタチン系薬物の投与が中止される。したがって、休薬期間は脂質

コントロールができないことが想定される。そこでスタチン系薬物の主作用で

あるコレステロール低下効果を保持したまま副作用のみを軽減する方法の確立

を試みた。第二章においてスタチン系薬物による筋細胞のアポトーシスには、

乳酸蓄積と細胞内酸性化が関与することを明らかにした 61)。それらの知見から

細胞内乳酸量を減少させ、かっ細胞内をアルカリ化する物質を併用することで

スタチン系薬物による筋障害を抑制できるのではないかと考えた。

実際の臨床現場で用いられているアルカリ化剤として炭酸水素ナトリウム

(商品名:メイロン)およびクエン酸(商品名:ウラリット)が挙げられる 62-64)。

本章ではこれらの薬物とスタチン系薬物の併用時における抑制効果について細

胞生存率、細胞形態変化ならびにカスパーゼ、活性の点から検討した。またこの

アルカリ化剤の効果が invivoにおいても確認できるか否かを明らかにするため、

セリパスタチンを用いて横紋筋融解症モデルラットの作成を試みた。 Invivoに

おける筋障害の評価としては、実際の臨床の場においても横紋筋融解症の指標

とされている血中クレアチンホスホキナーゼ(CPK)活性測定およびミオグロピ
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ン尿の観察によって行った。本章ではこのモデルを用いて炭酸水素ナトリウム

およびクエン酸の抑制効果について検討したので以下に詳述する。
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第二節 実験材料および実験方法

i ) 使用薬物・試薬

第一章 第二節 i )および第二章 第二節 i )で述べたものについては記載

を省略した。
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並) 細胞培養法

第一章第二節 註)で述べた。

iii) MTT assay法

第一章第二節 iii)で述べた。

iv) 細胞内 pH測定法

第二章第二節 v)で述べた。

v) カスパーゼ活性測定法

第一章第二節 iv)で述べた。
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vi) 細胞内コレステロール量測定法

細胞を 12wellプレート(Coster)に1mL/wellずつ播種し、 370C-5%CO2インキ

ュベーター内で24時間培養を行った。その後、培養液に溶解させた薬物を 1mL 

添加し、一定時間培養を行った。その後、セルスクレーパーにより細胞をかき

とり、遠心分離(2，900X g， 5 min)により細胞を回収した。回収した細胞を PBS(4 

OC) 1 mLで2回洗浄し、コレステロールを抽出するためにhexane: isopropanol (3 : 

2 v/v)混合液1.5mLを加え、激しく混和した。 30分間静置後 37
0
Cで蒸発乾回

し、 hexane300μLに再び溶解した。 Cholesterolassay kitを用いて cholesterolassay 

cocktailを調製し、 96wellプレート (FALCON)上でサンプル25μLとcholesterol

assay cocktail 25μLを合わせ250中mで30秒振濯させた後、 37
0
Cで30分間反応

させた。その後、励起波長 544nm、蛍光波長 590nmで測定した。

v並) 血築中 CPK測定法

ラットをエーテルで予め処置後、ベントバノレピタール (40-50mg/kg; i.p.)に

て麻酔した。ラットを解剖台に固定し、大腿部を切開して大腿静脈を露出し、

生理食塩水に溶解した薬液を投与した。その後、経時的に大腿静脈より血液を

0.3mLずつ採取し、直ちに微量のへパリンを添加した。その後、遠心分離(1，600

Xg， 10 min)を行い、上清を得て血疑サンプルとした。

血策サンプル中の CPKの定量は、クレアチンホスホキナーゼ測定用 CPKII-テス

トワコー(Wako)のブロトコールに準拠した。
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第三節実験結果

第一項 スタチン系薬物による筋細胞アポトーシスに対する炭酸水素ナトリウ

ムの影響

アルカリ化剤である炭酸水素ナトリウムをセリパスタチンと併用した時の

RDおよびL6細胞生存率に与える影響を検討した。
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Fig. 17. Effect of sodium bicarbonate on reduction of RD  and L6 cell viability 

Each column represents the mean with S.D. of 4-6 determinations. 

*; significantly different from control (no addition) at pく0.01，

十;significantly different from cerivastatin alone at pく 0.01.

炭酸水素ナトリウムは RDおよびL6細胞においてセリパスタチンによる細胞

生存率低下を 1-25rnMの範囲で濃度依存的に抑制した(Fig.17)。したがって、以

降の検討は最も効果の高かった炭酸水素ナトリウム 25mM併用を選択すること

とした。
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セリパスタチンが誘導する細胞内酸性化およびアポトーシスに対する

この炭酸水素ナトリウム併用による効果を検討した。

次に、
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Fig. 18. Effect of sodium bicarbonate on acidification (a) and caspase-317 activity 

ratio (b) in cerivastatin-treated RD  cells 

RD cells were exposed to cerivastatin (1 ~M) in the absence or presence of 25 mM sodium 

bicarbonate (pH 7.4). 

(a) Each point represents the mean土S.D.of 3-6 determinations. 

(b) Each column represents the mean with S.D. of 3 determinations. 

*; significantly different from control (no addition) at p < 0.05， 

t; significantly different合omcerivastatin alone at p < 0.05. 

その結果、炭酸水素ナトリウム 25mMを併用することによってセリパスタチ

またセリパスタチン添加ンによる細胞内酸性化は抑制されることが示された。

によるカスパーゼ:-3/7活性の上昇は、炭酸水素ナトリウム併用によって有意に抑

セリパスタチンによって誘導このことカ瓦ら、
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されるアポトーシスに対し、炭酸水素ナトリウムが抑制的に作活している可能

性が示唆された。次に同様の条件でセリパスタチンが誘導する RDおよびL6細

砲の球状化に対する炭酸水素ナトリウムの効果について検討した。

RD cells 

L6 ceIls 

(X 100) 

Control Cerivasta1In alone Cerivastatin + NaHCO， 

Fig. 19. Effect of sodium bicarbonate on morphological degeneration in 

ce.rIvastatin-t.reated RD and L6 cells 

RD cells were exposed to cerivastatin (1μM) in the absence or presence of 25 mM sodium 

bicarbonate (pH 7.4). 

その結果、セリパスタチンによる RDおよびL6細抱の球状化についても炭酸

水素ナトリウムによって抑制されることが明らかになった(Fig.19)。

次にこの炭酸水素ナトリウムによる筋障害抑制効果がスタチン系薬物の主作

用であるコレステロール低下に与える影響を検討した。
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Fig. 20. Effect of sodium bicarbonate on cholesterol-Iowering effect 

Cells were exposed to cerivastatin (1μM) in the absence or presence of 25 mM sodium bicarbonate 

(pH 7.4). Each column represenぉthemean with S.D. of 3 determinations. 

その結果、セリパスタチンによるコレステロール低下に対して炭酸水素ナト

リウムは、影響を与えないことが明らかとなった(Fig.20)。したがって、アルカ

リ化剤はスタチン系薬物の主作用であるコレステロール低下作用にはまったく

影響を与えず、副作用である筋障害のリスクのみを大幅に軽減できることが示

唆された。次にアルカリ化による軽減効果をさらに明確にするために炭酸水素

ナトリウムと同様に臨床現場でアルカリ化剤として汎用されるクエン酸を用い

て検討を行った。まずセリパスタチンが誘導する RD細胞生存率低下に対するク

エン酸の影響を明らかにすることを試みた。
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第二項 スタチン系薬物による筋細胞アポトーシスに対するクエン酸の影響

アルカリ化剤であるクエン酸を併用した時の RD細胞生存率に与える効果を

検討した。
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Fig. 21. Effect of citrate on reduction of RD cell viability 

Each colmnn represents the mean with S.D. of 4-6 determinations. 

*; significantly di百erentfrom con仕01(no addition) at pく 0.05，

十;significantly di旺erentfrom cerivastatin alone at pく0.05.

その結果、セリパスタチンのみ添加と比較して、クエン酸 10、50μMを同時

添加した時には細胞生存率の有意な上昇が認められた(Fig.21)。したがって、ク

エン酸も炭酸水素ナトリウムと同様にセリパスタチンによる細胞生存率低下に

対して抑制効果を示すことが示唆された。

次にセリパスタチン接触によるアポトーシスに対し、クエン酸の同時添加の

効果を形態変化観察およびカスパーゼ、-3/7活性を測定することにより評価した。
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RD cells were exposed to cerivastatin (1μM) in the absence or presence of 50μM citI百e(pH 7.4) 

for 48 hours. 

Each column represents the mean with S.D. of 4-6 detem1inations. 

*; significantly different from control (no addition) at pく 0.05，

十;significantly di百erentfrom cerivastatin alone at p < 0.05. 

その結果、セリパスタチンのみ添加と比較して、クエン酸同時添加において

は球状化の都合の減少が確認できた(Fig.22(a))。この結果は Fig.21の生存率低

下に対するクエン酸の効果とよく対応していた。さらにカスパーゼ-3/7活性に関

しでもクエン酸同時添加により有意な抑制効果が認められた(Fig.22ゆ))。したが

って、炭酸水素ナトリウムおよびクエン酸などのアルカリ化剤がスタチン系薬

物によるアポトーシスに対し、抑制約に働くことが明らかになった。
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第三項 横紋筋融解症モデルラットに及ぼすアルカリ化剤の影響

In vitro系で明らかにした炭酸水素ナトリウムおよびクエン酸の細胞障害抑制

効果が初 vivo、すなわち個体レベルでも有効であるかは、薬物治療の最適化を

図るうえで極めて重要であると考えられる。そこでセリパスタチン単回投与に

よる横紋筋融解症モデルラットを作成し、炭酸水素ナトリウム投与による保護

効果を検証した。スタチン系薬物により筋障害が発症した際、筋細胞中の CPK

が血液中に流出することから血衆中 CPK値は筋障害の指標となる。

そこで、セリパスタチン溶液をラット下大腿静脈から静脈内投与し、血築中

CPK値を測定することによって筋障害の程度を評価した。

〆醐‘、
炉」
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己 1200
炉『

ど 800
υ 
400 
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一・-Cerivastatin 10 mg/kg 

4 

Time (h) 

6 

日g.23. Plasma CPK levels after i川 inJectionof ceri、rastatin
Each point represents the mean土S.E.of 4-7 determinations. 

8 

その結果、投与後 2時間まではセリパスタチン 10mglkg投与群の血築中 CPK

値は時間依存的に上昇することが示された(Fig.23)。またその後は緩やかに減少

し、投与後 8時間においてはコントロールレベルまで低下した。またセリパス

タチン投与により横紋筋融解症の臨床症状である褐色尿も確認することができ
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た。このことからもセリパスタチンにより筋障害が引き起こされていることが

明確である。そこで次にこの invivoモデ、ルに及ぼす炭酸水素ナトリウムの効果

を検証した。
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Fig. 24. Effect of sodium bicarbonate on plasma CPK levels elevated by 

cerivastatin for 2 hours after i. v. injection 

Each point represents the mean of 4-8 determinations. 

*; significant1y di町erent合omcontrol at p < 0.01， 

十;significant1y different from cerivastatin alone at p < 0.05. 

その結果、セリパスタチンと炭酸水素ナトリウムを同時に投与することによ

り、セリパスタチンによる CPK上昇は 10・50μmol/kgの範囲で濃度依存的に抑

制されることが明らかとなった(Fig.24)。またクエン酸においても 12.5・25

μmol/kgの範囲で同様の効果が認められた(データは示さなしつ。
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第四節考察

本章ではスタチン系薬物の筋障害性を抑制する物質の探索を目的に種々検討

を行った。第二章においてスタチン系薬物によって誘導されるアポトーシスに

は細胞内酸性化が関与することを明らかにした。そこで、細胞内をアルカリ化

する物質を併用することでスタチン系薬物による筋障害を抑制できるのではな

し、かと考えた。アノレカリ化する物質としては、臨床においてもアルカリ化剤と

して汎用される炭酸水素ナトリウムおよびクエン酸を用いた。

炭酸水素ナトリウムは、セリパスタチンによる RDならびに L6細胞の生存率

低下を濃度依存的に抑制した(Fig.17)。さらに炭酸水素ナトリウムは、セリパス

タチンによる細胞内酸性化およびカスパーゼ、・317の活性化に対しても抑制的に

働くことが明らかとなった(Fig.18)。また炭酸水素ナトリウムはセリパスタチン

による細胞の球状化に対しても抑制効果を示した(Fig.19)。細胞の球状化はアポ

トーシスの特徴であり、かつアポトーシス経路のシグナルともなる 65，66)。した

がって、炭酸水素ナトリウムはセリパスタチンによるアポトーシスに対し抑制

的に働くことが示された。一方、この障害抑制効果が主作用であるコレステロ

ール低下に対して影響を与える否かを検討した。その結果、セリパスタチンに

よるコレステロール低下に対して炭酸水素ナトリウムは、影響を与えないこと

が明らかとなった(Fig.20)。したがって、アルカリ化剤はスタチン系薬物の主作

用であるコレステロール低下作用にはまったく影響を与えず、副作用である筋

障害のリスクのみを大幅に軽減できることが示唆された。次にアルカリ化によ

る軽減効果をさらに明確にするため、炭酸水素ナトリウムと同様に臨床現場で

アルカリ化剤として汎用されるクエン酸を用いて検討を行った。まずセリパス

タチンが誘導する RD細胞生存率低下に対するクエン酸の効果を明らかにする
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ことを試みた。その結果、セリパスタチンのみ添加と比較して、クエン酸同時

添加では細胞生存率の低下、細胞の球状化ならびにカスパーゼ二317活性化におい

て抑制効果が認められた(Figs.21-22)。したがって、クエン酸においてもスタチ

ン系薬物が誘導するアポトーシスに対して抑制効果を示すことが明らかとなっ

た。また炭酸水素ナトリウムとクエン酸の障害抑制効果を比較すると、炭酸水

素ナトリウムはセリパスタチンによるカスパーゼ活性上昇をコントロールレベ

ルにまで低下させたのに対し、クエン酸の抑制効果は弱いもので、あった。

これまでスタチン系薬物が誘導する横紋筋融解症モデ、ルラットの作成は困難

で、あった 67羽)。そこで今回セリパスタチン単回投与による急J性の横紋筋融解症

モデルラットを作成し、炭酸水素ナトリウムおよびクエン酸投与による保護効

果を検証した。その結果、セリパスタチン 10mglkg投与群の血築中CPK値は投

与後2時間までは時間依存的に上昇することが示された(Fig.23)。その後は緩や

かに減少し、投与後 8時間においてはコントロールレベルまで低下した。この

要因としてはCPKが血中において分解されていると考えられるが、詳細は不明

である。またセリパスタチン投与により横紋筋融解症の臨床症状である褐色尿

も確認することができた。このことからもセリパスタチンにより筋障害が引き

起こされていることが示された。そこで次にこの invivoモデルを用いて炭酸水

素ナトリウムおよびクエン酸の効果を検証した。その結果、セリパスタチンと

炭酸水素ナトリウムを同時に投与することにより、セリパスタチンによる CPK

上昇は 10-50μmol/kgの範闘で濃度依存的に抑制されることが示された(Fig.24)。

またクエン酸においても 12.5・25μmollkgの範囲で同様の効果が認められた(デー

タは示さなしつ。したがって、これらのアルカリ化剤は、 invivoにおいてもスタ

チン系薬物による筋障害を抑制することを見出した。これまでinvivoにおける

筋障害はネクローシスの関与が示唆されてきた 70・71)。本検討より invitroにおい
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て炭酸水素ナトリウムおよびクエン酸がスタチン系薬物によるアポトーシスに

対して抑制効果を示し、さらに invivoにおいてもその効果を発揮した。今後 in

vivoにおいても骨格筋におけるアポトーシス関連遺伝子の発現量を測定し、それ

らの関与を明確にすることは極めて重要である。

スタチン系薬物の投与によりアシドーシスを発症した報告もあることから 72)、

炭酸水素ナトリウムおよびクエン酸の併用はそれらの病態を防ぐことにも有用

であると考えられる。一方、これらの薬物投与時によるアルカリ化に伴い、イ

オンバランスの変化による腎臓への負荷が起こる可能性がある。したがって、

これら薬物の投与方法および腎臓に与える影響を今後 inνivoレベルで検討する

必要があると考えられる。
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第五節まとめ

本章ではスタチン系薬物の筋障害発症リスク軽減方法の確立を試みた。臨床

現場で用いられているアルカリ化剤である炭酸水素ナトリウムあるし1はクエン

酸をスタチン系薬物と併用することにより、 invitroおよびinvivoにおけるスタ

チン系薬物の筋障害は抑制されることが示唆された。またアノレカリ化剤を併用

しでもコレステロール低下率に全く影響を与えないことも明らかとなった。本

検討により、スタチン系薬物の主作用に対しては影響を与えず副作用のみを軽

減する方法を確立したことから、スタチン系薬物の安全使用に関する重要な知

見となることが期待される。

。Lacticacid 

警豊込

戸「
d

m

ヘd



総括

スタチン系薬物の重篤な副作用に横紋筋融解症があり、現在まで発症機序を

解明すべく種々検討が行われている。しかしながら発症機序は不明な点も多く、

スタチン系薬物間での筋障害程度を比較した報告も少ない。また横紋筋融解症

の発症リスク軽減方法に関しての報告は、ほとんどないのが現状である。

そこで本研究ではこれまで市販されているすべてのスタチン系薬物が骨格筋

由来細胞である RD(ヒト由来)およびL6(ラット由来)に与える影響を明らかにし、

薬物聞の筋細胞障害性を比較することでスタチン系薬物による筋障害発症機序

の解明を試みた。またこれらの知見をもとに invitroおよびinvivoにおいてスタ

チン系薬物の筋障害発症リスク軽減方法を評価した。

第一章では、すべてのスタチン系薬物を用いて筋細胞に与える影響を検討し、

スタチン系薬物間で、の比較を行った。スタチン系薬物の骨格筋細胞障害性には、

細胞の縮小化ならびにカスパーゼ、・317の活性化を伴うアポトーシスが関与する

ことを見出した。またスタチン系薬物のアポトーシスは薬物の分配係数と高い

相関性を示し、脂溶性の高い薬物ほど障害性が強いことを見出した。さらにそ

の障害性は、薬物の筋細胞内蓄積量に依存していることを示した。一方でスタ

チン系薬物のコレステロール低下率は脂溶性および筋障害性に相関しないこと

が示された。スタチン系薬物の適正使用の観点から、作用・副作用の両面を考

慮する上で本検討が有用な知見になりうることが示唆された。

第二章では、スタチン系薬物の中で最も障害性の高いセリパスタチンを用い

てアポトーシス機序の解明を目的に検討を行った。セリパスタチンは、細胞内

乳酸量の上昇、細胞内酸性化ならびにカスパーゼみの活性化を引き起こし、ミ

トコンドリア経路を介したアポトーシスを誘導することを示した。またその細
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胞内乳酸量の上昇は、筋細胞からの MCT4を介した乳酸排出をスタチン系薬物

が阻害することに起因することを示唆した。本検討がスタチン系薬物の筋障害

発症機序解明において有用な知見になりうることが考えられた。

第三章では、スタチン系薬物の筋障害発症リスク軽減方法の確立を試みた。

第二章においてスタチン系薬物による筋細胞障害に細胞内酸性化が関与するこ

とから細胞内 pHを適正値に維持することによってスタチン系薬物の細胞障害

が軽減できるのではなし1かと考えた。 Invitroおよびinvivoの検討から臨床現場

で用いられているアルカリ化剤である炭酸水素ナトリウムおよびクエン酸を併

用することによりスタチン系薬物の筋障害は抑制されることを示唆した。また

アルカリ化剤を併用しでもコレステローノレ低下率に影響を与えないことを明ら

かにした。本検討により、スタチン系薬物の主作用に影響を与えず、副作用の

みを軽減する方法を確立したことからスタチン系薬物の安全使用の一助となる

ことが考えられた。
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